第 33 卷 第 2 期 BoE R Vol. 33, No. 2 
1990 年 5 月 ACTA ENTOMOLOGICA SINICA May, 1990 











ERP i 7- 合 氨 酰 转 肽 酶 和 底 物 的 
相互 作用 及 其 生理 功能 


林 em F 明 RAR 


《中 国 科 学 院 上 海 昆 虫 研究 所 ， 上 海 ) 


$938 KA PAtlosamea cynthia ricin: (fy IRALE D r-a GARE PE TAG (1-GTP) Iht EA 
ANA, LSA R, L- Ait LAELA i, bo ata, L-R RR L- ERT r- AAR E 
Ki L-GAMA L-A ARIE CL-Glo) RX HPIY- FARRE, WU 7- 谷 氨 欧 对 硝 基 莱 胺 《7- 
GNA) Ka Žž 0.13mmol/L《 含 L- 莱 丙 氮 酸 ) 和 0.29mmolfL (无 L- 策 页 氮 酸 )。 EHI (GSH) 和 
L-Gln 与 Y-GNA B&MMT-GRMITS Rr, kiA a Ki 值 分 昼 为 0.5mmol/JL 和 1.1mmoliL， 
7Y-GTP 催化 工 -Gin BERR Ae APA F IEE TRI Y FAT Y-GNA 的 38%, 

关键 词 PALER BE BER EAR ETE 


ARTE AY ad PUA AT BLS “READ, Cd, ELSA PR ESR 
WRAY TE REO eco hs i EE AHS ES SIS -RERA 
o AJARA PA GRE F ERE MaDe CAH S, 
1986; 林 浩 等 , 1987), T-A SAREE (Leg Pe u aH, 1986; ER F, 1988) 和 5- ARG 
SARS (CEER G, 1990), PME ORR ARABS R EAN BA E BAA 

AHA CGSH) WAR CIA, 1986) 以 及 20- FS i A ERE ROR E iA FRE 
合成 GSH (RIE, 1986) ARR T ak EA -AA IY E ER r FERIAK 
EMAC IEE BE PSL ST a, MT ARARA Z A E 
型 功能 CMeister 等 , 1983), 

Shpa E TN UL a eo fT, FE r- Be RR kig Cr-GTP) 活力 出 
Ko KLIE RED BARS. EDA AEH SERRE OE, 以 期 进 一 
He ENA Me CE sk 7- 谷 泽 酰 循 二 中 的 作用 及 其 生理 功能 。 


材料 与 方法 





一 、 材 料 

1. ERRE PAtlosaenes evathia naw “UR a TR, aon E Brad o 

2. ite L- age. WCL-GLDH), EJ 40 A hr E A i NADH), 
为 Sigma Pedals Rta (DFP), 2% ROTH 产品 ; 7Y- Bash E RRC T-GNA), 
SMH CGSH), ADP, & ARRS A KIAMA VIE Sat DT ae 
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3. 7-GTP 的 制备 ”本文 所 用 -GTP HARA AS (1988) PRESB, BRA 
烯 酰胺 凝 胶 电 泳 和 酶 染色 法 鉴定 , 均 达 到 显示 一 条 带 纯 度 。 

4 7-GTP 活力 测定 ”参照 林 浩 等 (1986) 方法 , 不 同 的 是 反应 被 乙酸 终止 后 ， 直 楼 
F 380nm BRM EM BARRA RK, 利用 消光 系数 13500/mol/L/cm 计算 酶 活力 。 

5. 与 L-GLDH 偶 联 测定 7-GTP 对 工 -Gln 的 活力 ”主要 参考 Thompson 等 (1977) 
方法 。 反 应 液 总 体积 1.5 毫升 , 含 L-Gln 40 微克 分 子 、NADH 0.75 微克 分 子 .ADP 4 m 
克 分 子 、o- 酮 成 二 酸 (a-KG) 20 微克 分 子 、L-GLDH 330 fit, BEA 7-GTP 以 及 
Tris-HCl 2274 (0.5mol/L)o 反应 系统 pH7.3。 于 25° 反应 ,751 型 分 光 光 度 计 测定 
Ase 的 变化 。 用 NADH 的 消光 系数 6300/mol/L/cm 计算 酶 活力 。 MARR EAK 
配制 ,所 用 器 下 高 温 消 毒 。 

6 蛋白 测定 $ Lowry 等 (1951) 方法。 


结 采 
—, y-GTP 的 7- 谷 氨 柳 受 体 部 位 对 氨基 酸 的 专 一 性 
1. 各 种 工 -或 D- 氨 基 酸 对 7-GTP 活力 的 影响 
从 表 ! 可 网 ARAR FAAR FAR, A AR ARMARE 7~- 谷 氨 酰 最 
GHA, TARE, ARR. ASB P ARAMA. 这 与 大 鼠 肾 7-GTP 
{Cook 等 , 1985; Tate 等 , 1974) MKi y-GTP (Bodnaryk 等 ,1971) A, 但 与 一 种 
A E ma (Marthasterias glacialis) 的 7Y~GTP (Glynn 等 ,1985) 十 分 相似 。 








#1 y-GTP 与 氨基 酸 的 相互 作用 

















相对 活力 相 对 活力 

a TREE (mmol/L) A 基 酸 浓度 (mmol/L) 
18 36 18 36 
一 100 100 RAR 118 136 
ENAR 195 235 丝氨酸 114 123 
D-ZAAR 未 测 196 HAR 113 AB 
FRAR 171 218 天 冬 酰 胺 127 150 
D-FRAB 未 测 190 天 冬 氨 酸 93 70 
Ne SB 176 211 ** 2 Re A 63 28 
BAR 169 200 *+#k+ 从 所 酰胺 35 RA 
HAR 173 198 RAR 35 19 
«fey LTB 167 195 ARB 83 45 
AM 143 160 甘氨酸 79 68 
FEAR 145 170 N- 甲 基 - 甘 氨 酸 未 测 135 
AAR 114 130 N-Z- FAR 末 测 130 
eB 135 150 SL 未 测 143 
AAR 117 127 甘 氨 酰 -dl- 葵 丙 氨 酸 | RR © 130 





注 : AEN 





E 明 外 ,其余 均 为 [~ 型 


* BABREN 1.4mmol/L 
* SARE DANA 9.2 和 18.4mmol/ 工 
ss ZAMIR YH 9-2mmol/L, KFARRKEA 36mmol/L 
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D- 荃 丙 氨 酸 和 D- 甲 硫 氨 酸 作为 受 体 的 效力 与 其 相应 的 工 -型 对 喘 体 相 当 ( 表 1)。 这 说 明 
tk 7-GTP 受 体 部 位 对 氨基 酸 没 有 严格 的 L- 立 体 专 一 性 。 这 与 家 蝇 和 哺乳 动物 的 7- 
GTP 不 同 ，D- 氨 基 酸 不 能 充当 7- 谷 氨 酰 的 受 体 CBodnaryk 等 ，1971; Thompson 等 
(1977); Cook 等 , 1985)。 从 表 1 还 可 看 出 ,虽然 甘氨酸 对 酶 活力 有 一 定 的 抑制 , 但 N- 
甲 基 甘氨酸 、N- 茶 基 甘 氮 酸 、 双 甘 肽 和 甘 氨 嵌 -dl- 茶 再 氨 欢 光 能 促进 能 活力 。 这 可 能 涪 
明和 氨基 酸 的 游离 a- 毛 大 不 是 活力 所 必需 的 , 二 肽 中 含有 好 的 氨基 肯 受 体 时 ，、 该 二 肽 也 是 
好 的 受 体 。 

2. L-Æ ARAM (L-Phe) REM y-GTP 活力 的 影响 

图 1 显示 出 AiG JH L-Phe 浓度 的 增加 而 升 高 ,浓度 在 0 一 15mmol/L 之 间 基 本 上 
是 线性 关 示 。 

此 外 ， 从 7Y-GNA/v 对 7-GNA 的 图 形 中 可 看 出 ， 反 应 系统 中 加 入 L-Phe 及 不 加 入 
L-Phe 时 ， 所 得 结果 为 平行 的 二 条 线 ( 图 1 B), 这 表明 L-Phe 和 7Y-GNA 结合 于 7-GTP 
活性 中 心 的 不 同 部 位 。 
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图 1 y-GTP 与 L-Phe 的 相互 作用 


A: 7-GTP 活力 与 L-Phe 浓度 的 关系 B: r-GNA/v 对 >-GNA 作 图 
Y-GNA 浓度 为 0.9lmmolL A 一 A Æ L-Phe, O—O L-Phe 浓度 为 36,0mmol/L 


Z. Y-GTP 的 7Y- 洽 气 酰 结合 部 位 对 底 物 的 专 一 性 

1. 对 7-GNA 的 Ks 值 和 村 GSH 的 K; 值 

反应 系统 中 7Y-GNA 的 浓度 0.055 一 0.55mmol/L，L-Phe 的 浓度 为 36mmol/L; Hix 
含 相应 浓度 的 7-GNA Aikio MA Y-GTP, 于 37%C 反应 5 SHARP RILA CAE 
部 分 。 

从 双 倒 数 图 中 (图 2), 求 得 7-GTP 对 7-GNA 的 亲和力 常数 Km 为 0.13mmol/L，, 但 
反应 系统 中 无 L-Phe 存在 时 ， 对 7-GNA 的 Ks 值 为 0.29mmol/L; 对 GSH 的 解 离 常数 
《 即 抑制 常数 ) Ki 为 0.5mmol/L。 

2. y-GTP 与 L-Gln 的 相互 作用 

(1) L-Gln 对 7-GTP 酶 解 Y-GNA 的 宛 制 性 质 

L-Gln 对 酶 水 解 的 抑制 效力 随 其 访 度 的 增加 而 增 大 ，L-Phe 存在 时 ，L-Gln 对 酶 活 
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ed 0 2 4 6 8 lO M2 14 Ts Te a a 
1/y-GNA (mmol/L) n. 反应 时 间 ( 分 ) 
图 2 GSH 和 L-Gln 与 7-GNA 竞争 酶 的 结合 部 位 图 3 -GTP 催化 L-Gln 的 水 解 


X—XKAGL-Phe hp 7-GNA e@—e@& L-Phe 的 CK,: & v-GTP Kix, CK,: &L-Gin, CK,: 
Y-GNA sa—aGSH, KEH#1.4mmoi/L o—o &7-GTP, L-Gln HMA KA: y-GTP, 
L-Gla, EX &8.3mmol/L L-Glna 


力 的 抑制 增加 约 1 倍 ( 见 表 1)。 从 图 2 Bh, L-Gla 对 7-GTP 的 抑制 是 竞争 性 的 , L- 
Gln 对 酶 的 抑制 常数 Ki 为 1.1immol-L。 

(2) 5 L-GLDH 偶 联 测定 >-GTP 对 L-Gln 的 活力 

L-GLDH 催化 的 反应 ,强烈 倾向 于 L-Giu 的 形成 ,反应 系统 中 NH 的 浓度 即使 低 于 
lxmol/L 也 能 酶 促 检 出 ,其 反应 式 如 下 : 


ADP，L-GLDH 
a-KG + NADH + NH} —————> L-Glu + NAD+ + H,O 


从 图 3 看 出 ARENES ADP, NADH w-KG, Tris-HCl rhi Œ L-GLDH 
作用 下 ,Asw 下 降 并 到 达 平 衡 时 ,加 入 7-GTP RRA, Aso 下 降 并 迅速 到 达 稳 定 状 态 ( 即 
CK); 在 无 Y-GTP #Æ F, MA L-Gln 后 , Aso 随 着 反应 时 间 而 缓慢 下 降 ( 即 CR,); 有 
L-Cln 和 7-GTP 的 反应 池 中 随 着 反应 时 间 的 延长 ,Asw 的 下 降 明 显 大 于 CK, 5 CK 之 
和 ; 当 反 应 池 中 存在 *-GTP 的 强烈 抑制 剂 厅 酸 销 和 工 -丝氨酸 ( 表 2) 时 ,Asw 的 下 降 福 当 
于 CK, + CK, 之 和 ( 即 CK;)。 

从 图 3 结果 和 NADH 的 消光 系统 计算 出 Y-GTP 对 L-Glo 的 酰胺 键 水 解 活力 为 
133.3 毫 微克 分 子 / 分 钟 / 毫克 蛋白 ， 这 相当 于 在 相同 条 件 下 《25%C，pH7.5， 无 7- 谷 氨 栈 
受 体 存在 下 ) Y-GTP 对 7Y-GNA 活力 (355.3 毫 微克 分 子 /分 钟 /毫克 蛋白 ) 的 37.5%, 

3. 甘氨酸 (Gly) 对 酶 的 抑制 性 质 

虽然 Gly 与 L-Gln 和 L-Glu 相 比 ， 其 对 酶 活力 的 拖 制 弱 得 多 ( 见 表 1), 但 其 抑制 性 
质 却 与 L-Gln 一 样 是 竞争 性 的 (图 未 显示 出 )。 酶 对 Gly 的 Ki 值 高 达 21.5mmol/L, Bi 
内 不 可 能 有 这 么 高 浓度 的 Gly, 因此 对 7-GTP 不 可 能 产生 体内 抑制 作用 。 

三 、 一 些 化 合 物 对 7 了 -GTP 活性 中 心 的 影响 

从 表 2 看 出 ,无 L-Met FEF, 除 硼酸 钠 和 工 -丝氨酸 混合 物 对 酶 100% 抑制 外 ， 其 
余 因 子 均 无 明显 影响 ;在 有 工 -Met FEF, 副 酸 钠 - 丝 氨 酸 混合 物 对 酶 仍 100% WH, È 
”离子 部 分 促进 酶 活力 , 产 基 抑制 剂 DFP 和 金属 离子 络 合剂 EDTA MRM AME, St LM 
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家 2 一 些 化 合 物 对 Y-GTP 活力 的 影响 














相对 酶 活力 % 
化 全 全 “EAE mmol/L L-# RAMs mmol/L 
| 0 10 
和， . oo n mson _ a 

一 一 | 100 100 

Site 10.9 105 115 
Kitii 10.9 104 107 
EDTA + 氯化镁 10.9 未 测 7o 
EDTA 10.0 96 79 
DFP 1.0 98 80 
PCMB 1.0 99 104 
硼酸 钠 十 L-i Be 6+12 0 0 


EDTA; 乙 二 胺 四 乙酸 二 钠 
PCMB: HRR EAR 
SCA DS MB HR ik (37°C) 5 分 钟 后 ;加 入 底 物 反应 5 分钟 。 


制剂 PCMB 对 活力 无 影响 。 这 些 结果 反映 了 游离 的 羟基 和 双 价 金属 阳离子 与 酶 的 Y- 谷 
氨 酰 受 体 部 位 的 活性 有 关 。 但 游离 琉 基 可 能 不 是 酶 活性 部 位 所 必需 的 。 
讨 ” 论 

根据 前 述 7-GTP 的 性 质 以 及 我 们 最 近 关 于 看 体 7- 谷 氮 酰 循环 的 研究 ， 就 生体 r- 

GTP SURGE Of (ear Brie: 
~ BS Sith ik (GSH) 的 降解 

Rs = BB RR Ze i hc yp 2 AY GSH 浓度 达 1—4mmol /L, 而 血 淋 巴 和 中 肠 内 
容 物 的 GSH 只 有 0.02—0.08mmol/L (高 济 宗 等 , 1986; HAYES, 1987), GSH FRAR 
细胞 内 外 的 分 布 比 例 与 蚜 乳 动 槐 的 上 性 常 让 似 (Meister Æ, 1983), R 7-GTP 对 7- 
GNA H Ka {429 0.13mmol/L, 对 GSH 的 Ki; 值 为 0.5mmol/L (H Do WAH y-GTP 
对 7Y-GNA 的 Kw 值 在 0.01 一 0.90mmol/L， 对 GSH 的 Ki 值 为 0.26—1.1mmol/L (Tate 
等 ,1974; Thompson 等 , 1977), KBR T BK r-GTP NRW r- ARERR EIN A 
力 和 哺乳 动物 的 相当 。 | FAT eR RAR GSH WELE 7-GTP 对 GSH MRT ‘K K; i 
高 1 一 7 5, 0 REL A AW AHRI GSH 浓度 比 K HR — TP} ARR. AER A 4 
的 GSH 才能 充当 7Y-GTP ERY, MARS GSH W feg FIGNA, TERR hits 
合 的 >-GTP SM, T GSH 的 降解 。 这 正好 说 明 5 A ae pig GSH KES r- 
GTP R LEM AK ROK S, 1987), 

=, #5 L-Gin 的 水 解 和 利用 

Fik y-GTP 与 L-Gln jA AeH, E L-Glo Wee KO a, DID TALE 
用 ， 其 反应 速率 相当 于 以 y-GNA ICN 38%, KTR RAR A RB r- 
GTP 的 (2 一 10%) 大 得 多 (Tate 等 , 1975; Bodnaryk 等 , 1971)。 

桑树 等 不 同 种 类 植物 叶 于 含有 高 浓度 的 L-Gln《Kondo，1957)。 鼻 血 淋 号 中; 汐 农 度 
直达 5—8mmol/L ( 邹 柏 实 等 ，1979)， 比 其 K, GIL, CEBRYRAR ACAD r- 
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GTP 的 生理 底 物 。 值得 指出 的 是 L-Gln 是 NH. 重要 来 源 , 5 龄 期 蛋 类 便 中 NW 含量 约 
占 排出 总 氮 的 5 一 12%( 许 廷 森 等 , 1980)。 由 此 看 来 , 7-GTP 对 L-Gln 的 吸收 、 传递 和 


代谢 起 着 重要 作用 。 

三 、 参 与 部 分 必需 氨基 酸 的 吸收 和 传递 

工 -Phe、L-Met、L-Cys、L-Trp、L-Arg、L-Lys Ñ L-Leu, 422 y-GTP 良好 的 
7- 谷 氨 酰 的 受 体 ( 表 1 ), 反 应 系统 中 L-Phe fE 5.0mmol/L 时 , 即 发 生 明 显 的 转 驮 作用 (图 
1 A)。 实 际 上 ,在 氨基 酸 受 休 存 在 下 , 7-GTP 对 7- 谷 毛 酰 供 体 的 水 解 极 大 地 被 抑制 ,所 
测 y-GTP 活力 大 部 分 是 转 肽 作用 的 结果 (Meister 等 , 1983)。 KEMERE S5 龄 期 幼 、 
i (kjech L-Phe, L-Lys, L-Leu, L-Thr, L-Arg 的 浓度 相当 高 ,在 5 一 13mmol/L ZA}: 
(ABS, 1979), 这 已 足够 达到 作为 该 酶 天 然 底 物 的 浓度 。 因此 生体 7-GTP EAB 
耗 能 量 的 情况 下 ， 对 中 肠 腔 消化 内 容 物 和 血液 的 上 述 几 种 氨基 酸 至 少 可 部 分 地 吸收 和 传 
递 。 
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INTERACTION OF 7-GLUTAMYLTRANSPEPTIDASE FROM ERI-SILK- 
WORM MID-GUT WITH DIFFERENT SUBSTRATES AND ITS 
POSSIBLE PHYSIOLOGICAL ROLE 


Lin Hao CHEN DaN-zHEN Yin MiNG Zau XIANG-XIONG 


(Shanghai lnsitiue of Entomology, Academia Sinica, Shanghai) 


The highly purified y-glutamyltranspeptidase preparation from the mid-gut of erisilkworm 
Philosamia cynthia ricini was examined with respect to its specificty toward different y-giu- 
tamyl donors and acceptors. Of the 20 amino acids tested, phenylalanine, methionine, cystine, 
tryptophene, arginine and lysine were the best acceptors of the y-glutamyl group, whereas 
glutamine and glutamate bound effectively to the y-glutamyl binding site. The Ka values for 
-glutamyl-p-nitroaniline are 0.13 mmol/L with phenylalanine and 0.29 mmal /T. without phenyl- 
alanine. The competitive inhibition constant K, values for glutathione and ghuamine are 0.5 
and l.l mmol/L respectively in the presence of phenylalanine. The enzyme catalyze, the utiliza- 
tion of glutamine by conversion to glutamate, ammonia and ‘y-glutamyl-L-amino acids at about 
38% of the rate observed for catalysis of releasing p-nitroaniline from y-glutamyl-p-nitroani- 
line. The participation of the enzyme in the absorption and transportation of some indis- 
pensable amino acids in the mid-gut of the silkworm is discussed. 
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